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(57) Abstract: The invention relates 
to a microtome, comprising a housing 
device with a support (3), for housing 
at least one section of a processed object 
(4) and a separating device (6, 10, 13). 
Conventional microtomes after the 
state of the art have the disadvantage 
that a fixation of the processed object 
is necessary and a limited freedom 
in the choice of the cutting section 
results. The present invention avoids said 
disadvantage, whereby the separati ng 
device comprises a laser beam source 
(10) and means for focussing (6; 13) the 
laser beam. The focussed beam point 
(22), generated by the focussing, may 
be displaced relative to the support (3) 
and may be supplied to a location on 
the separating plane (19; 20) of the 
processed object (4) in order to create a 
material separation at this location. The 
invention further relates to a method for 
microtomising which can be carried out 
to advantage by means of said microtome. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung 
betrifft ein Mikrotour, umfassend eine 
Aufhahmevorrichtung mit einem Trager 
(3) zum Aufhehmen von zumindest einem 
Abschnitt eines Bearbeitungsobjekts (4), 
und eine Trenneinrichtung (6, 10, 13). 
Bekannte Mikrotome der vorgenannten 
Art weisen den Nachteil auf, dass eine 

Fixation des Bearbeitungsobjekts erforderlich ist und eine beschrankte Freiheit bei der Wahl der Schnittflihrung besteht. Die 
Erfindung vermeidet 

[Fortsetzung aufder ncLchsten Seite] 
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diese Nachteile, indem die Trenneinrichtung wenigstens eine Laser-Strahlungsquelle (10) und Mittel zur Fokussierung (6; 13) der 
Laserstrahlung umfasst, und der durch die Fokussierung erzeugte Strahlfokus (22) relativ zu dem Trager (3) bewegbar ist und auf 
einen Ort der Trennflache (19; 20) des Bearbeitungsobjekts (4) leitbar ist, um an diesem Ort eine Material trennung zu bewirken. Die 
Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zum Mikrotomieren, welches vorteilhaft mit dem erfindungsgemaBen Mikrotour ausge- 
flihrt werden kann. 
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Mikrotom 



Die Erfindung betrifft ein Mikrotom mit einer Aufnahmevotrichtung mit 
einem Trager zum Aufnehmen von zumindest einem Abschnitt "eines 
Bearbeitungsobjektes, und einer Trenneinrichtung. Ein weiterer Aspekt 
der Erfindung betrifft ein Verfahren zum Mikrotomieren von 
5 Bearbeitungsobjekten. 

Mikrotome der vorgenannten Art und entsprechende Verfahren zum 
Mikrotomieren dienen dazu, von einem zu untersuchenden Bearbei- 
tungsobjekt dunne Scheibchen abzutrehnen, urn diese beispielsweise 
mittels eines mikroskopischen Verfahrens zu untersuchen. Mikrotome 
10 werden haufig verwendet, urn von einer Gewebeprobe dQnne 
Gewebeschnitte zu gewinnen, die mittels eines Durchlichtmikroskopes 
untersucht werden kSnnen. , 

BESTATIGUNGSKOPIE 
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lm Stand der Technik sind Mikrotome bekannt, die eine Einspann- 
vorrichtung fur das Bearbeitungsobjekt und ein relativ zu dieser Ein- 
spannvorrichtung bewegbares Messer beinhalten. Das Messer ist leicht 
verfahrbar auf einem Schlitten befestigt und die Schneidkante des 
5 Messers kann in einer Trennebene hin- und hergefahren werden. Das 
Bearbeitungsobjekt kann in der Einspannvorrichtung eingespannt 
werden und mitsamt dem Trager der Einspannvorrichtung senkrecht zu 
der Trennebene verschoben werden. 

Ein Mikrotomiervorgang mit dem bekannten Mikrotbm wird in der Weise 
10 ausgefOhrt, dass das Bearbeitungsobjekt durch die senkrecht zur 
Trennebene gerichtete Verschiebebewegung in eine splche Position. 
. relativ zur Trennebene gebracht wird, dass bei einer Verfahrbewegung 
des Schlittens mit dem Messer in der Trennebene eine dQnne Scheibe 
von dem Bearbeitungsobjekt abgetrennt wird. Das Messer wird hiernach 
15 in seine Ausgangsstellung zuruckbewegt und das Bearbeitungsobjekt 
durch eine in der Regel sehr kleine Zustellungsverschiebebewegung 
< 10pm des TrSgers relativ zu dem Messer in senkrechter Richtung zur 
Trennebene so positioniert, dass bei einem emeuten Verfahren des 
Messers wiederum ein dQnnes Scheibchen vom Bearbeitungsobjekt 
20 abgetrennt wird. 

Dieser Vorgang wird regelmaliig mehrfach wiederholt, bis eine dunne 
Scheibe von dem zu untersuchenden'Bereich des Bearbeitungsobjektes 
gewonnen wurde. 

Um zu vermeiden, dass sich das Bearbeitungsobjekt bei dem Schneid- 
25 vorgang mit dem bekannten Mikrotom verformt, ist es regelmaftig 
erforderlich, das Bearbeitungsobjekt mittels zusatzlicher Malinahmen zu 
verfestigen und/oder zu stutzen. Als solche zusatzliche Mafinahme ist 
es bekannt, Bearbeitungsobjekte, deren DeformationsfShigkeit durch 
AbkQhlung verringert werden kann, vor dem Mikrotomieren tief zu 
30 kuhlen. Nachteilig an diesem Verfahren ist, dass die aus gefrorenen 
Bearbeitungsobjekten gewonnenen, sog. Gefrierschnitte regelmSftig 
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viele Details des Bearbeitungsobjektes nicht zeigen und darQber hinaus 
durch das Einfrieren Artefakte im Bearbeitungsobjekt erzeugt werden. 
Als weiterer Nachteil des Einfrierens ist bekannt, dass eine Deformation 
des Bearbeitungsobjektes und des abgetrennten dQnnen Scheibchens 
mittels des Einfrierens nicht voilstandig vermieden werden kann. 
DarQber hinaus erfordert das Einfrieren des Bearbeitungsobjektes 
zusatzlichen Aufwand, was das schnelle Herstellen von mikroskopier- 
baren Scheibchen verhindert und die Herstellung insgesamt verteuert. 

Weiterhin ist als Maftnahme zur Stutzung eines Bearbeitungsobjektes 
bekannt, dieses in ein Einbettungsmaterial einzubetten. Dabei ist es bei 
Bearbeitungsobjekten in Form von Gewebeproben regelmafiig. erforder- 
lich, das Bearbeitungsobjekt voilstandig mit dem Einbettungsmaterial zu 
durchtranken, urn eine ausreichende Verfestigung der Probe zu erzielen. 

Als Einbettungsmaterialien sind Paraffine und verschiedene Kunststoffe 
bekannt. Zum Erzielen einer Durchtrankung ist bekannt, dem Bearbei- 
tungsobjekt darin enthaltenes Wasser oder Fixationsmittel in einem 
mehrstufigen chemischen Prozess zu entziehen und durch ein Fluid zu 
ersetzen,' welches sich mit dem Einbettungsmaterial gut mischen lasst. 
Hierauf folgend kann die Durchtrankung mit dem Einbettungsmaterial im 
flOssigen, gegebenenfalls durch Erwarmung verflQssigten, Zustand 
erfolgen und nachfolgend das Einbettungsmaterial verfestigt werden, 
z.B. durch AbkOhlen aus einem zuvor erwarmten Zustand oder durch 
eine chemische Vernetzungsreaktion. 

Die Einbettung bzw. Durchtrankung mit einem Einbettungsmaterial ist 
zeitlich und hinsichtlich des verfahrenstechnischen Aufwands noch 
aufwendiger als das Einfrieren des Bearbeitungsobjektes. Durch die 
Einbettung bzw. Durchtrankung wird oftmals eine Veranderung des 
Bearbeitungsobjektes erzeugt, so dass bei der spateren Untersuchung 
der gewonnenen Scheibchen Artefakte beobachtet werden. Diese 
Artefakte sind typischerweise eine Schrumpfung oder Ausdehnung der 
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Probe. Im Falle von Gewebeproben . treteri regelmaliig auch durch 
Unterbindung oder Beeinflussung der StoffwechselvorgSnge in 
Geweben verursachte VerSnderungen der Probe auf. 

Die mit bekannten Mikrotomen gewonnenen dunnen Schnitte mOssen 
haufig noch nachtrSglich bearbeitet werden. So ist es bekannt, diese 
Schnitte zu mikrodissektieren. Bei der Mikrodissektion wird mit einem 
fokussierten Laserstrahl ein Bereich des Probenschnittes mit einer 
zweidimensionalen Bewegung umfahren und auf diese Weise der 
umfahrene Bereich des Schnittes aus dem gesamten Probenschnitt 
herausgetrennt. Ein solches Mikrodissektionsverfahren ist 
beispielsweise aus WO 97/29354 bekannt. Das Verfahren der 
Mikrodissektion ermoglicht zwar eine Heraustrennung des zu 
mikrodissektierenden Bereichs aus einem Schnitt, jedoch ist es zuvor 
erforderlich, diesen Schnitt durch Mikrotomieren der Probe herzustellen. . 
Bei diesem vorangehenden Mikrotomieren treten die zuvor 
beschriebenen Nachteile, wie beispielsweise die Notwendigkeit einer 
Verfestigung beziehungsweise Einbettung des Bearbeitungsobjektes, 
auf. ■ 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein Mikrotom und ein 
Verfahren zum Mikrotomieren bereitzustellen, welches eine 
schonendere Mikrotomierung eines Bearbeitungsobjektes ermoglicht. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemSfi durch ein Mikrotom der eingangs 
genannten Art geiast, bei dem die Trenneinrichtung wenigstens eine 
Laser-Strahlungsquelle und Mittel zur Fokussierung der Laserstrahlung 
umfasst, wobei der durch die Fokussierung erzeugte Strahlfokus relativ 
zu dem Trager bewegbar ist und auf einen Ort der TrennflSche des 
Bearbeitungsobjektes leitbar ist, urn an diesem Ort eine Material- 
trennung zu bewirken. Das erfindungsgemaiie Mikrotom umfasst 
weiterhin Mittel zum gepulsten Einbringen des Strahlfokus in den Ort der 
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Trennflache welche dazu eingerichtet sind, um Pulse mit einer 
Einwirkdauer < 1 Piko-Sekunde (1*1 0" 12 Sekunde) zu erzeugen. 

Unter Einwirkdauer wird dabei die Zeit verstanden, fur die der 
Strahlfokus an dem Ort der Trennflache einwirkt. Die Energie, welche 
pro Laserpuls zum Schneiden notwendig ist, liegt im Bereich von einem 
Piko-Joule (pJ) bis einem Milli-Joule (mJ), vorzugsweise im Bereich von 
mehreren Piko-Joule. Eine Pulsenergie von 100 Nano-Joule (nJ) hat 
sich ebenfalls als vorteilhaft erwiesen. 

Eine Einwirkdauer von weniger als einer Piko-Sekunde, ein sogenannter 
ultrakurzer Puis, hat sich dabei als besonders vorteilhaft fQr die meisten 
Materialien (insbesondere biologische Gewebe) erwiesen. Derzeit 
technisch realisierbare Einwirkdauern liegen dabei im Bereich bis 
hinunter zu zwanzig Femtosekunden (20*10" 15 Sekunde), es sind jedoch 
auch, sofern technisch realisierbar, noch kurzere Einwirkdauern fur das 
erfindungsgemafie Mikrotom sinnvoll verwendbar. Die Frequenz der 
einwirkenden Pulse liegt vorzugsweise oberhalb von 1000 Hertz. 
Insbesondere hat sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die Pulsfrequenz 
oberhalb von 100.000 Hertz liegt. Besonders bevorzugt ist es, wenn die 
Pulsfrequenz zwischen 1 00kHz und 1 0MHz liegt. 

Die fOr das erfindungsgemafie Verfahren bzw. die erfindungsgemafie 
Vorrichtung nutzbare Einwirkdauer und Pulsfrequenz kann in einem 
weiten Bereich variiert werden, ohne dafi das erfindungsgemafie 
Verfahren durch die Variation nicht mehr ausfuhrbar wOrde. 
Insbesondere kann dabei die Pulsdauer und die Pulsfrequenz auf das 
jeweils zu mikrotomierende Material abgestimmt werden. 

Dabei kann die Einwirkdauer des Pulses ISnger oder kurzer als die 
Pause zwischen zwei Pulsen sein oder mit dieser Qbereinstimmen, 
wobei eine Pulsdauer bevorzugt wird, die kOrzer ist als die Pause 
zwischen zwei Pulsen. 
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Wird eine ausreichend kurze Pulsdauer im Bereich weniger 
Femtosejainden gewahlt, so ist die Pulsfrequenz in einem weiten 
Bereich variierbar. So lassen sich beispielsweise bei einer Pulsdauer 
von 100 fs Pulsfrequenzen von beispielsweise 1 kHz aber auch von 1 
MHz realisieren. 

Die Materialtrennung bei dem erfindungsgemaften Mikrotom wird durch 
dpe lokale Aufheizung des Materials Ober den Prozess der 
Multiphotonenabsorption an dem Ort der Trennflache', auf den der 
Strahlfokus geleitet ist, und eine daraus folgende Vergasung/Verdam- 
pfung des Materials erreicht. Neben diesem angestrebtem Primareffekt, . 
dem sogenannten optischen Durchbruch, konnen auch sekundare 
Nebeneffekte auftreten. Insbesondere bei hohen Pulsenergien konnen 
im Einzelfall als Nebeneffekte gr6fiere Gas- und Kavitationsblasen 
entstehen, welche ein im Vergleich zu kleinen Gasblaschen geringes 
OberfiachenA/olumen-Verhaltnis haben und dadurch ihren Gasinhalt 
eventuell nur langsam an die Umgebung abgeben. Dies ware nachteilig 
fur -den angestrebten Schneideffekt. Weiterhin kdnnteh die grdlieren 
Gas- und Kavitationsblaschen Verformungen verursachen und die 
. prazise Positionierung des Strahlfokus und damit die prazise 
SchnittfQhrung behindem. DarGber hinaus konnten innerhalb des 
Bearbeitungs'objektes Druckwellen auftreten, die die Prazision des 
Schneidvorgangs eventuell beeintrachtigen kbnnten. . 

Der photodisruptive Effekt, also die angestrebte Schneidwirkung des 
Laserstrahls, erfordert regelmaliig eine gewisse mindestens zu 
erreichende Intensitat am Ort der Trennflache. Typischerweise liegt 
diese Intensitat fQr Bearbeitungsobjekte aus transparentem Material bei 
etwa 10 12 W/cm 2 oder darQber. Die sekundaren Nebeneffekte sind 
hingegen nicht von der Laserintensitat abhangig sondern von der 
Laserenergie und ihr Ausmali und ihre Anzahl nehmen mit steigenden 
Laserenergien zu. Urn die sekundaren Effekte daher zu verringern oder 
zu vermeiden ist es daher zweckmaBig. eine geringe Laserenergie und 
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eine hohe Laserintensitat zu erzielen. Dies kann beispielsweise durch 
gepulstes Einbringen des Strahlfokus in den Ort der Trennflache erreicht 
werden. 

Durch ein gepulstes Einbringen des Strahlfokus kfinnen diese negativen 
Effekte daher vermieden oder zumindest verringert werden. Dabei ist es 
insbesondere von Vorteil, wenn die Strahlfokuspulse hohe Intensitaten 
aber wenig Energie besitzen, d.h. die Energie des Pulses auf ein kleines 
Volumen konzentriert wird, da hierdurch negative Nebeneffekte, wie die 
zuvor beschriebene Erzeugung von grofteren . Gas- und 
Kavitationsblasen, vermieden werden konnen. Durch einen einzelnen 
Puis kann - abhangig vom Bearbeitungsobjekt und den eingestellten 
Trennparametern - eine teilweise oder vollstandige Trennung an dem im 
Bereich des Strahlfokus angeordneten Ort der Trennflache erzeugt 
werden. Darauf folgend kann, im Falle einer nur teilweisen lokalen 
Trennung, durch die Einwirkung eines oder weiterer Pulse auf den 
gleichen Ort der Trennflache eine vollstandige Trennung erzielt werden; 
nach einer Relativbewegung des Trages zu dem Strahlfokus kann dann 
an einem benachbarten Ort wiederum, eine Materialtrennung erzeugt 
werden, wodurch ein zusammenhangender Schnitt entlang der 
Trennflache ausgefQhrt werden kann. 

Das. erfindungsgemafie Mikrotom bewirkt eine Materialtrennung durch 
die Einwirkung des Strahlfokus eines Laserstrahles. Diese Einwirkung 
bewirkt eine lokale Erwarmung des Materials des Bearbeitungsobjekts 
und in Folge dieser Erwarmung einen lokalen Qbergang des Materials in 
den gasfSrmigen Zustand. Bei einer Relativbewegung zwischen dem 
Strahlfokus und dem Trager (mit dem Bearbeitungsobjekt) wirkt der 
Strahlfokus auf mehrere, zueinander benachbarte Orte der Trennflache 
ein, so dass ein zusammenhangender Schnitt ausgefQhrt werden kann. 

Das erfindungsgemSRe Mikrotom vermeidet die bei bekannten, mit 
Messern oder Klingen arbeitenden Mikrotomen aufgrund der Schneid- 
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kraft auftretende Gefahr einer Verformung des Bearbeitungsobjektes 
Oder der von dem Bearbeitungsobjekt abgetrennten dunnen Scheibe. Es 
ist daher bei Verwendung des erfindungsgemaBen Mikrotoms nicht 
erforderlich, das Bearbeitungsobjekt vor der Mikrotomierung einzu- 
betten, zu durchtranken oder in anderer Weise zu verfestigen und/oder 
zu stutzen. Artefakte in Folge von Einwirkungen eines Einbettungs- 
materials oder eines Einfriervorganges werden somit vermieden. 

Das erfindungsgemafie Mikrotom erlaubt eine freie Schnittfuhrung. 

Als uberraschender Vorteil des erfindungsgema&en Mikrotoms hat sich 
gezeigt, dass es mittels des Mikrotoms auch moglich ist, lebendes 
Gewebe zu trennen und dabei dunne Scheibchen in vitaler Form zu 
gewinnen. 

Die Laser-Strahlungsquelle des erfindungsgemaBen Mikrotoms emittiert 
vorzugsweise eine Laserstrahlung mit einer Wellenlange im sichtbaren 
(VIS) oder nahen infraroten (NIR) Spektralbereich, beispielsweise also 
zwischen etwa 700nm bis 1400nm, damit die Laserstrahlung nur eine 
geringe Abschwachung, zum Beispiel infolge Absorption/Streuung, 
. innerhalb eines ublichen Bearbeitungsobjektes erfahrt. 

Vorzugsweise kann in alien drei Raumrichtungen eine Relativbewegung 
zwischen dem Strahlfokus und dem Trager ausgefuhrt werden. Hierzu 
kann beispielsweise eine mit dem Trager verbundene 3-D-Bewegungs- 
einrichtung vorgesehen werden. Durch die dreidimensionale, relative 
Beweglichkeit des Strahlfokus zu dem Trager, und damit zu dem durch 
den Trager aufgenommenen Bearbeitungsobjekt, konnen mit . dem 
erfindungsgemalien Mikrotom Schnittfuhrungen in einer gegenuber den 
bekannten Mikrotomen wesentlich variableren Weise ausgefuhrt 
werden. So ist es beispielsweise moglich, eine dunne Scheibe aus der 
Oberfiache eines Bearbeitungsobjektes herauszulosen, indem ein 
parallel zur Oberfiache liegender erster Trennflachenbereich und ein 
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zweiter, senkrecht zu dieser Oberflache liegender Trennflachenbereich, 
der den ersten Trennflachenbereich umrandet, erzeugt werden. Es ist 
folglich nicht mehr, wie bei bekannten Mikrotomen, erforderlich, stets 
eine gesamte, sich bis zu den Randern des Bearbeitungsobjekt 
erstreckende Trennflachenebene vom Untersuchungsobjekt abzu- 
trennen, sondern es konnen auch Teilbereiche (beispielsweise Bereiche 
mit rechteckigen oder runden Konturen) einer solchen Trennflachen- 
ebene herausgetrennt werden. Auf diese Weise ist eine sehr schonende 
Preparation eines Bearbeitungsobjektes mSglich, bei der nur die fQr die 
Untersuchung wesentlichen Teile aus dem Bearbeitungsobjekt 
herausgetrennt werden. " . 1 ' 

Die Eindringtiefe des Strahlfokus der Laserstrahlung ist abhangig von 
dem Absorptions vermog en des Materials/der Materialien des 
Bearbeitungsobjektes fQr die zum Schneiden verwendete Laser- 
strahlung. Die Laser-Strahiungsquelle eines erfindungsgemaiien 
Mikrotoms wird vorzugsweise so ausgelegt, dass ein Materialtrennung * 
noch in einer Eindringtiefe von ^lOpm erreicht werden kann, bezogen 
auf biologisches Gewebe als Bearbeitungsobjekt. Eine solche 
Eindringtiefe entspricht der Dicke eines fOr eine mikroskopische 
Untersuchung benotigten Scheibchens oder Qberschreitet diese Dicke 
sogar. In vielen biologischen Geweben kann mit dem 
erfindungsgemaiien Mikrotom in einer Tiefe von 2mm und darQber 
. geschnitten werden. 

In Abhangigkeit von den Eigenschaften des Bearbeitungsobjektes, 
insbesondere von dessen Absorptionsvermogen, ist es mit der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung auch moglich, eine Materialtrennung in 
einem Abstand von der Oberflache des Bearbeitungsobjektes zu 
erzielen, welcher die ubliche Dicke eines fur eine Untersuchung zu 
erzeugenden dQnnen Scheibchens Qberschreitet. Auf diese Weise 
kdnnen mit dem erfindungsgemafien Mikrotom in wesentlich 
rationellerer Weise Scheibchen aus einer grolien Tiefe eines 
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Untersuchungsobjektes gewonnen werden, als es mit bekannten 
Mikrotomen moglich ist, da es nicht erforderlich ist, sich mittels 
Abtrennen vieler dunner Scheibchen bis zu der gewunschten Tiefe 
vorzuarbeiteri. 

Bei einer vorteilhaften AusfQhrungsform des erfindungsgemafJen 
Mikrotoms sind die Mittel zur Fokussierung der Laserstrahlung dazu 
eingerichtet, den Strahlfokus in zurtiindest einer Raumrichtung reiativ zu 
dem Trager zu bewegen. So kann, beispielsweise indem die 
Fokussierungsmittel eingerichtet sind, die Divergenz/Konvergenz des 
Laserstrahls und damit die Brennweite zu andem, und/oder indem die 
Fokussierungsmittel selbst reiativ zum Trager beweglich sind, eine 
einfache und prazise zu steuernde Relativbewegung des Stahlfokus zu 
dem Trager (und dem zugehdrigen Bearbeitungsobjekt) entlang der 
Strahlrichtung erreicht werden. Vorzugsweise umfassen die Mittel zur 
Fokussierung der Laserstrahlung verschieb- oder verschwenkbare 
optische Medien, beispielsweise Spiegel und/oder Linsen, urn eine 
Relativbewegung des Strahlfokus in . einer, zwei oder drei 
Raumrichtungen zu bewirken. So kann zur Veranderung der Lage des 
Strahlfokus ein optisches Medium in den Laserstrahl eingebracht 
werden oder ein im Laserstrahl angeordnetes optisches Medium 
verkippt werden, welches die optische Weglange verkurzt oder 
veriangert. 

Bei einer weiteren vorteilhaften AusfQhrungsform sind Mittel zur FOhrung 
der Laserstrahlung vorgesehen, urn den Strahlfokus in zumindest einer 
Raumrichtung reiativ zu dem Trager zu bewegen. Diese Mittel konne 
beispielsweise als Spiegel ausgefQhrt sein, die urn eine oder zwei 
Achsen verschwenkbar sind. 

Die Mittel zur FOhrung der Laserstrahlung konnen mit den zuvor 
beschrieben Mitteln zur Bewegung des TrSgers vorteilhaft kombiniert 
werden. So kann beispielsweise eine Bewegungsrichtungkomponente 
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mittels FQhrung des Laserstrahls und die anderen beiden 
Bewegungsrichtungskomponenten mittels Bewegung des Tragers 
realisiert werden. Ebenfalls ist es vorteilhaft. zwei 
Bewegungsrichtungskomponenten mittels FQhrung des Laserstrahls zu 
realisieren und die verbleibende dritte Komponente mittels Bewegung 
des Tragers. 

Weiterhin vorteilhaft ist es, sowohl Mittel zur FQhrung des Laserstrahles 
als auch Mittel zur Relativbewegung zwischen Trager und Optik fur die 
Relativbewegung des Strahlfokus zu dem Trager in einer oder mehreren 
Raumrichtungen vorzusehen. Hierdurch kann beispielsweise eine Grob- 
und Feineinstellung durch die entsprechenden verschiedenen Mittel zur 
Relativbewegung erreicht werden. 

Bei ej ner weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform weisen die Mittel zur 
Fokussierung der Laserstrahlung eine humerische Apertur > 0,65, 
vorzugsweise eine numerische Apertur > 1,2 auf. Ein wesentlicher 
Vorteil bei Verwendung der angegebenen, grolien numerischen 
Aperturen ist, dass ein starker Fokussierwinkel erreicht wird und in den 
in Strahlrichtung vor und hinter .dem Strahlfokus gelegenen Bereichen 
der Laserstrahlung eine / relativ zur Strahlungsenergiedichte im 
Strahlfokus nur geringe Strahlungsenergiedichte vorliegt, wodurch eine 
scharf abgegrenzte Materialtrennung im Bereich des Strahlfokus erreicht 
wird und eine Materialtrennung in den Bereichen davor und dahinter 
vermieden wird. 

Die Mittel zum gepulsten Einbringen kSnnen bei einer weiteren 
vorteilhaften Ausfuhrungsform mit der Laserstrahlungsquelle 
zusammenwirken. So kann durch Mittel zur pulsierenden Unterbrechung 
der Energieversorgung der Laserstrahlungsquelle eine gepulste 
Laserstrahlung erzeugt werden und dadurch ein gepulstes Einbringen 
des Strahlfokus in den Ort der Trennflache erreicht werden. 
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Die Mittel zum gepulsten Einbringen kbnnen insbesondere nach dem 
Prinzip der Jt chirped pulse M -Verstarkung arbeiten. Zum Prinzjp der 
„chirped pulse"-Verstarkung wird auf die DE 100 20 559 und dort 
insbesondere auf den Absatz [0009] sowie auf die dort genannte 
Veroffentlichung D. Strickland, G. Mourou, Opt. Commun. 56, 219 
(1985) verwiesen. 

Die Mittel zum gepulsten Einbringen konnen bei einer vorteilhaften 
AusfOhrungsform des erfindungsgemaiien Mikrotoms dazu eingerichtet 
sein, einen kontinuierlich erzeugten Laserstrahl pulsierend zu unter- 
brechen und/oder pulsierend von dem Ort der Trennflache wegzulenken. 
Hierdurch wird, ohne dass man die Aussendung der Laserstrahlung aus 
der Laser-Strahlungsquelle unterbricht, ein gepulstes Einbringen des 
Strahlfokus in den Ort der Trennflache erreicht. Der Strahl kann 
vorteilhafter Weise absorbiert werden. Der Strahl kann aber alternativ 
auch reflektiert und dadurch von dem Ort der Trennflache weggelenkt 
werden zu einem Ort aufierhalb des Bearbeitungsobjekts oder zu einer 
Stelle des Bearbeitungsobjekts, welche nicht fur die beabsichtigte 
Untersuchung des Bearbeitungsobjekts relevant ist. 

Bei einer weiteren vorteilhaften AusfOhrungsform eines Mikrotoms mit 
gepulster Einbringung des Strahlfokus sind Steuerungsmittel 
vorgesehen, welche die zeitliche Abfolge der Strahlungspausen steuern 
und/oder mit Mitteln zur Erfassung der zeitlichen Abfolge der 
Strahlungspausen verbunden sind und/oder welche die 
Relativbewegung zwischen dem Strahlfokus und dem Trager in 
Abhangigkeit von der zeitlichen Abfolge der Strahlungspausen steuern. 
Die Steuerungsmittel dienen zur Synchronisation der Laserstrahlpulse 
mit der Relativbewegung zwischen Strahlfokus und Trager. Als „zeitliche 
Abfolge" der Strahlungspausen werden hierbei die Dauer und die 
Frequenz * der Strahlungspausen verstanden. Bei Einsatz dieser 
Steuerungsmittel wird in Abhangigkeit von der Abfolge der 
Strahlungsunterbrechungen bzw. der Strahlungseinwirkungen eine 
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Bewegung zwischen Trager und Strahlfokus und hierdurch die 
Einwirkdauer der einzelnen Pulse der Laserstrahiung auf die zu 
trennenden Orte der Trennflache gesteuert. Dabei konnen die Steue- 
rungsmittel entweder (a) sowohl die zeitliche Abfolge der Strahlungs- 
5 pulse und die Relativbewegung steuern oder (b) die zeitliche Abfolge der 
Strahlungspulse lediglich erfassen und in deren Abhangigkeit die 
Relativbewegung steuern. Bei Steuerungsart (b) kann beispielsweise auf 
Pulsfrequenzen reagiert werden, welche in Abhangigkeit der Belastung 
und der Energieversorgung der Laser-Strahlungsquelle variieren. 

10 Weiterhin kOnnen Steuerungsmittel vorgesehen sein, welche mit Mitteln 
zur Erfassung der Relativbewegung zwischen dem Strahlfokus und dem . 
Trager verbunden sind und die zeitliche Abfolge der Strahlungspausen 
in Abhangigkeit von der Relativbewegung steuern. Diese 
Ausfuhrungsform ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn eine manuelle 
15 Steuerung der Relativbewegung durch den Benutzer des Mikrotoms 
erfolgt. Auch diese Steuerungsmittel dienen.zur Synchronisation der 
Laserstrahlpulse mit der Relativbewegung zwischen Strahlfokus und 
Trager. So kann in Abhangigkeit von der manuell gesteuerten 
Relativbewegung die Einwirkung bzw. Unterbrechung der gepulsten 
20 . Laserstrahiung durch die Steuerungsmittel gesteuert werden. Auf diese 
Weise kann vermieden werden, dass bei schnellen Relativbewegungen 
keine oder eine nur unvollstandige Durchtrennung in der Trennflache 
erfolgt, denn die Pulsfrequenz oder die Einwirkdauer kann in diesem Fall 
erhoht werden. Weiterhin kann verhindert werden, dass eine zu hohe 
25 Strahlungsenergie in einen Ort eingebracht wird, wenn keine oder eine 
langsame Relativbewegung erfolgt, denn in diesem Fall kdnnen die 
Steuerungsmittel die Frequenz und/oder die Einwirkdauer verringern 
oder die Einwirkung des Strahlfokus auf den Ort der Trennflache 
vollstandig verhindern. 

30 Bei einer weiteren vorteilhaften AusfQhrungsform sind Mittel zur 
Steuerung der Relativbewegung zwischen dem Trager und dem 
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Strahlfokus entlang einer gekriimmten Trennflache vorgesehen. Zur 
Steueaing der Relativbewegung entlang einer gekrQmmten trennflache 
ist es regetmSliig erforderlich, die Relativbewegung in mindestens zwei, 
in der Regel drei Raumrichtungen auszufuhren. Die Relativbewegung 
kann dabei durch Mittel zur Fuhrung oder Mittel zur Fokussierung der 
Laserstrahlung oder durch eine mit dem Trager Oder der 
Laserstrahlungsquelle zusammenwirkende Bewegungseinrichtung oder 
eine Kombination der vorgenannten Mittel erreicht werden. Mit der 
vorteilhaften AusfQhrungsform lasst sich von Untersuchungsobjekten mit 
gekrummter Oberflache eine oberflachenparallele, dunne Scheibe 
trennen. Weiterhin wird mit dieser Ausfuhrungsform erreicht, dass aus 
einem Bearbeitungsobjekt eine dunne Scheibe herausgetrennt werden 
kann, die in beliebiger Ausrichtung und Ausgestaltung in dem 
Bearbeitungsobjekt liegt. . 

Die Relativbewegung zwischen Strahlfokus und Trager kann 
automatisch oder manuell erfolgen. Die manuelle Steuerung kann 
beispielsweise uber eine mit den Steuerungsmitteln zusammenwirkende 
Bedienungseinheit, beispielsweise einen Joystick, erfolgen, die dem 
Benutzer eine manuelle Steuerung der Relativbewegung mittels der 
Fokussiermittel, der Leitmittel und/oder der Bewegungseinrichtung 
ermoglicht. 

Das erfindungsgemalie Mikrotom umfasst vorteilhafterweise Mittel zur 
Beobachtung des Bearbeitungsobjekts. Die Beobachtungsmittel kdnnen 
beispielsweise als Lupe, Mikroskop oder ahnliches ausgefQhrt sein. Sie 
dienen beispielsweise dazu, den Materialtrennungsvorgang vorzuberei- 
ten, indem mit Hilfe der Beobachtungsmittel eine Definition der Ausrich- 
tung und Gestaltung der Trennflache und folglich der Relativbewegung 
zwischen Strahlfokus und Trager vorgenommen wird. Weiterhin kSnnen 
die Beobachtungsmittel dazu dienen, den Materialtrennvorgang selbst 
zu beobachten, um so beispielsweise eine Kontrolle der automatisch 
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ausgeftihrten Relativbewegung oder um eine rhanuelle Steuerung der 
Relativbewegung durchzufGhren. 

Die Beobachtungsmittelkdnnen insbesondere ein optisches Mikroskop 
umfassen, das nach. dem Auflicht- und/oder Durchlichtverfahren 
betreibbar ist. Dabei eignet sich insbesondere ein optisches Mikroskop, 
dessen Strahlenachse etwa parallel zu der Strahlenachse des 
Laserstrahls im Bereich des Strahlfokus liegt, insbesondere mit dieser 
etwa zusammenfailt. Weiterhin ist insbesondere ein optisches Mikroskop 
geeignet, welches sowohl als Durchlicht- wie auch als Auflichtmikroskop 
arbeiten kann, um dadurch, in Abhangigkeit von der Beschaffenheit des 
Bearbeitungsobjekts, also insbesondere dessen geometrischen 
Abmessungen und Absorptionseigenschaften fur die zur Beobachtung 
eingesetzte Strahlung,. ein jeweils geeignetes Mikroskopierverfahren 
einsetzen zu konnen. 

Weiterhin k6nnen die Beobachtungsmittel Mittel zur Darstellung von 
zumindest einem Abschnitt des Bearbeitungsobjekts anhand der zurQck 
gestreuten Laserstrahlung beinhalten. Hierdurch wird in vereinfachter 
Weise eine Beobachtung des Bearbeitungsobjekts ohne zusatzliche 
Beleuchtungseinrichtungen moglich. 

Die vorgenannten Darstellungsmittel k6nnen insbesondere einen 
Detektor zur Erfassung der von dem Abschnitt des Bearbeitungsobjekts 
zuruckgestreuten Strahlung, Mittel zur Erfassung der von einer 
Referenzebene reflektierten koharenten Strahlung, und Mittel zur 
Erzeugung einer bildlichen Darstellung des Abschnitts des 
Bearbeitungsobjekts mittels Gberlagerung der von dem Abschnitt des 
Bearbeitungsobjekts zuruck gestreuten Laserstrahlung und der von der 
Referenzebene reflektierten koharenten Strahlung umfassen, Diese 
AusfQhrungsform ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn die Intensitat 
der einzelnen Laserpulse so eingestellt werden kann, dass ein 
materialtrennender Effekt (eine „photodisruptive Wirkung") nicht auftritt 
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und insbesondere die Intensitat der Laserpulse zum Zwecke der 
Darstellung des Bearbeitungsobjekts geringer eingestellt werden kann 
als zum Zwecke der Materialtrennuhg. Durch die besagten Merkmale 
wird die Darstellung der Probe mit der Methode der optischen 
Koharenztomographie (OCT) erreicht Eine detaillierte Beschreibung des 
OCT-Darstellungsverfahren kann der DE 100 20 559 A1 insbesondere 
deren Absatzen 0037, 0038 und 0041-0051 entnommen werden. 

Bezugnehmend auf diese Offenlegungsschrift kann das OCT-Verfahren 
kurz zusammengefasst werden als ein Abbildungsverfahren, bei dem 
eine koharente Strahlung, wie beispielsweise eine Laserstrahlung, 
geteilt wird, ein erster Teil der Laserstrahlung auf ein abzubildendes 
Objekt, in diesem Fall das Bearbeitungsobjekt, gerichtet wird und ein 
zweiter Teil auf eine Referenzebene gerichtet wird. Die von dem 
abzubildenden Objekt und der Referenzebene reflektierten Strahlungs- 
anteile werden erfasst und zur Deckung gebracht und durch 
dreidimensionales Abscannen des abzubildenden Objekt kann eine 
dreidimensionale Darstellung erzeugt werden, indem die Interferenz der 
uberlagerten Pulse mittels eines Fotodetektors detektiert wird . 

Mit Hilfe des OCT-Verfahrens konnen Strukturen mit einer Auflosung 
von bis zu 1pm dargestellt werden. Das OCT-Verfahren hat eine von 
dem Absorptionsvermogen des untersuchten ' Materials abhangige 
Eindringtiefe. Selbst in stark streuende Geweben wird regelmafiig eine 
Eindringtiefe von >2mm erreicht 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zum Mikrotomieren 
mit den Merkmalen gem§Ii Anspruch 14. Das Verfahren ist 
insbesondere geeignet, um mit dem erfindungsgemalien Mikrotom 
ausgefuhrt zu werden. 

Einige vorteilhafte Verfahrensformen sind in den AnsprOchen 15-22 
angegeben und entsprechen einer AusfOhrung des Verfahrens mittels 
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vorteilhafter Ausfuhrungsformen des erfindungsgemSIien Mikrotoms. 
Insoweit wird auf die vorstehende Beschreibung verwiesen. 

In manchen Failen ist es vorteiihaft, wenn in einer ersten Phase des 
Schneidvorgangs ein Oder mehrere voneinander beabstandete Bereiche 
der Trennflache getrennt werden und in einer letzten Phase des 
Schneidvorgangs eine vollstandige Trennung entlang der Trennflache 
erfolgt, indem die zwischen den beabstandeten Bereichen liegenden 
Bereiche getrennt werden. Die Aufteilung des Trennvorgangs in eine 
erste Phase und eine ietzte Phase, wobei die letzte Phase 
beispielsweise eine der ersten Phase direkt folgende zweite Phase sein 
kann, ist zur Vermeidung von Deformationen wahrend des 
Trennvorgangs und zur Vermeidung von Deformationen der 
abgetrennten dunnen Scheibe vorteiihaft. 

In der ersten Phase wird dabei vorzugsweise an mehreren lokal 
umgrenzten Bereichen eine Materialtrennung erzeugt. Zwischen diesen 
Bereichen bleiben ungetrennte Bereiche, Oder w Stege", stehen. Diese 
Stege halten die nach der ersten Phase erst teilweise abgetrennte 
Scheibe noch am Bearbeitungsobjekt fest und vermeiden so ein 
Verformen der Scheibe. In folgenden Phasen des Trennvorgangs erfolgt 
dann eine gezielte Trennung der Stege, die wegen stabiiisierten Formen 
des Bearbeitungsobjekts und der stabiiisierten Lage der abzutrennenden 
Scheibe innerhaib des Bearbeitungsobjekts prazise vom Strahlfokus 
erfasst werden konnen. 

Dariiber hinaus wird durch diese Fortbildung des Verfahrens vermieden, 
dass hohe Energiemengen in einen eng umgrenzten Bereich 
eingebracht werden, wodurch Nachteile wie die Bild.ung grofier Gas- 
oder von Kavitationsblasen sowie Veranderungen des Materials des 
Bearbeitungsobjekts in Folge thermischer Einflusse vermieden werden. 
Insbesondere konnen die kleinen Gasbl&schen im Bereich der in der 
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ersten Phase durchtrennten Bereiche bereits an die Umgebung 
abgegeben sein, wenn die Trennung in der letzten Phase erfolgt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung einer Vorrichtung, 
welche eine Aufnahmevorrichtung mit einem Trager zum Aufnehmen 
von zumindest einem Abschnitt eines Bearbeitungsobjekts, und eine 
Trenneinrichtung, wenigstens eine Laser-Strahlungsquelle und Mittel zur 
Fokussienjng der Laserstrahlung umfasst, wobei der durch die 
Fokussierung erzeugte Strahlfokus relativ zu dem Trager bewegbar ist, 
und auf einen Ort der Trennflache des Bearbeitungsobjekts leitbar ist, 
um an diesem Ort eine Materialtrennung zu bewirken, zum 
Mikrotomieren eines Bearbeitungsobjektes. 

Diese Verwendungsweise der zuvor beschriebenen Vorrichtung 
ermoglicht eine frei wahlbare Schnittfuhrung bei der Mikrotomierung. Es 
kann ein Schnitt in frei wahlbarer Tiefe des Bearbeitungsobjekts und mit 
frei wahlbarer Lage ausgefuhrt werden, wobei diese Parameter durch 
die Apertur und die Strahlabsorptionseigenschaften des zu 
schneidenden Gewebes beeinfiusst werden. Die Schnittflache muss bei 
dieser Verwendungsweise nicht eben sein, sondern kann unregelmaliig 
und/oder gekrQmmt sein. Eine Fixierung des Bearbeitungsobjekts ist 
nicht erforderiich. 

Eine vorteilhafte AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Mikrotoms 
wird nachfolgend unter Bezugnahme auf die beigefugten Figuren 
beschrieben. Darin zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Darsteilung des erfindungs- 

gemafien Mikrotoms, und 

Fig. 2 eine schematische, quergeschnittene Darsteilung 

eines Bearbeitungsobjekts auf einem Trager. 
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Das in Fig. 1 dargestellte Mikrotom weist eine Glasplatte 3 als TrSger fOr 
ein Bearbeitungsobjekt ( n Probe u ) 4 auf. Die Glasplatte 3 ist mit einer 
XYZ-Verfahreinheit 2 verbunden. Durch die Auflage der Probe 4 auf der 
Glasplatte 3 wird bei weichen, flexiblen Proben eine vorteilhafte Glattung 
erzielt. Diese GlSttungswirkung kann gegebenenfalls durch eine zweite 
Glasplatte (nicht dargestellt) verstSrkt werden, indem die Probe 
zwischen dieser zweiten Glasplatte und der Glasplatte 3 eingesetzt und 
gepresst wird. 

Auf einer Seite der Glasplatte 3 ist ein Fokussierobjektiv 6 angeordnet, 
dass mehrere teleskopartig angeordnete Linsen (nicht dargestellt) 
aufweist. Der Abstand der Linsen zueinander und der Abstand der 
Linsen zu der Glasplatte 3 kann variiert werden. Auf diese Weise wird 
die Divergenz/Konvergenz eines Laserstrahls 11, der durch das 
Fokussierobjektiv 6 hindurch lauft, verandert Die optische Achse 7 des 
Fokussierobjektivs 6 liegt senkrecht zu der Plattenebene der Glasplatte 
3. 

Ebenfalls in der optischen Achse 7 des Fokussierobjektivs 6 ist auf der 
dem Fokussierobjektiv 6 gegentiberliegenden Seite der Glasplatte 3 
eine Zusatzlichtquelle 16 angeordnet. Die Zusatzlichtquelle 16 dient der 
Beleuchtung der Probe 4 zur Darstellung der Probe oder von Teilen der 
Probe mittels eines optischen Durchlichtmikroskopieverfahrens. 

Die XYZ-Verfahreinheit 2 ist an einem GehSuse 1 befestigt. Ebenfalls an 
diesem Gehause 1 befestigt ist die Zusatzlichtquelle 16. Innerhalb des 
Gehauses 1 sind das Fokussierobjektiv 6 und ein Lasergenerator 10 mit 
Laser-Strahlungsquelle angeordnet, die den Laserstrahl 11 aussendet. 
Der Laserstrahl 11 ISuft zunachst in etwa parallel zu der Ebene der 
Glassplatte 3, wird dazu mittels eines teildurchlassigen Spiegels 12 urn 
etwa 90° abgelenkt und veriauft hiernach koaxial zur optischen Achse 
des Fokussierobjektives 6. 
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Durch Verschwenken oder Verschieben des Spiegels 12 kann der 
Laserstrahl zur optischen Achse 7 abgewinkelt werden und somit der 
Strahlfokus des Laserstrahls in den parallel zur Ebene der Glasplatte 3 
liegenden Richtungen verschoben werden. Am Spiegel 12 ist eine 
Bewegungseinrichtung 30 befestigt, welche den Spiegel verschieben 
und verschwenken kann. Vorzugsweise kann der Spiegel urn zwei 
senkrecht zueinander stehende Achsen verschwenkt werden, deren 
Schnittpunkt dabei vorzugsweise auf der Mittelachse des Laserstrahls 
11 liegt Die Bewegungseinrichtung 30 ist mit einem Rechner 14 
verbunden, der die Verschwenkung des Spiegels 12 und somit den 
Ablenkungswinkel des Laserstrahls durch den Spiegel 12 steuert. Eine 
Verschwenkung des Spiegels 12 aus der in Figur 1 dargestellten Lage 
bewirkt eine Anderung des Strahlverlaufs im Bereich zwischen dem 
Spiegel 12 und der Probe 4. Der Laserstrahl veriauft dadurch 
tnsbesondere nicht mehr koaxial zu der optischen Achse des 
Fokussierobjektivs 6. 

Zwischen dem teildurchlassigen Spiegel 12 und dem Lasergenerator 10 
mit Laser-Strahlungsquelle ist eine Vorfokussiereinrichtung 13 in der 
Strahlachse des Laserstrahls 1 1 angeordnet, welche eine Veranderung 
der Divergenz bzw. der Konvergenz des Laserstrahls ermoglicht. Durch 
Veranderung der Divergenz bzw. Konvergenz kann die Lage des 
Strahlfokus in Strahlungsrichtung hinter dem Fokussierobjektiv 6, 
entlang der optischen Achse des Fokussierobjektives 6 verschoben 
werden: Die Vorfokussierungseinrichtung 13 besteht aus mehreren 
Linsen (nicht dargestellt), und zwar vorzugsweise aus zwei Linsen, die 
teleskopartig angeordnet sind und deren Abstand zueinander verSndert 
werden kann, urn hierdurch die Divergenz/Konvergenz des Laserstrahls 
zu verandem. 

Zwischen dem teildurchlassigen Spiegel 12 und dem Fokussierobjektiv 6 
ist ein teildurchlassiger Beleuchtungsspiegel 12a im Strahlengang des 
Laserstrahls 11 angeordnet. Durch den Beleuchtungsspiegel 12a wird 
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Licht, dass aus einer neben dem Laserstrahl angeordneten Lichtquelle 5 
zur Beleuchtung der Probe emittiert wird, auf die Probe projiziert, urn 
eine mikroskopische Darstellung der Probe 4 mittels des 
Auflichtmikroskopieverfahrens zu ermoglichen. 

Der Laserstrahl 11 wird durch den teildurchlassigen 
Beleuchtungsspiegel 12a nicht abgelenkt, sondern durchdringt diesen 
Beleuthtungsspiegel in Richtung auf das Fokussierobjektiv 6. 

Hinter dem teildurchlassigen Spiegel 12 ist in der optischen Achse 7 
eine Digitalkamera 8 angeordnet. Diese Digitalkamera 8 erfasst die von 
der Probe 4 reflektierte Strahlung bzw. die von der Zusatzlichtquelle 16 ■ 
ausgesendete und durch die Probe hindurchgetretene Strahlung. Die 
Digitalkamera 8 ist mit dem Rechner 14 verbunden, der die von der 
Kamera 8 ubermittelten Bilddaten verarbeitet und eine Darstellung der 
Probe 4 auf einem Monitor 1 5 ausgibt. 

Anstelle der Kamera 8 kann dabei auch eine Okulareinrichtung (nicht 
dargestellt) vorgesehen sein, die eine direkte Betrachtung der Probe 
ermoglicht Weiterhin kann eine Okulareinrichtung mit daran angesetzter 
digitaler Kamera 8 vorgesehen sein, die sowohl eine direkte Betrachtung 
als auch eine Betrachtung der Probe auf dem Monitor ermoglicht 

Zwischen der Vorfokussiereinrichtung 13 und dem Lasergenerator 10 
mit Laser-Strahlungsquelle ist ein teildurchlSssiger Ablenkspiegel 12b im 
Strahlengang des Laserstrahls 11 angeordnet Der teiidurchlassige 
Ablenkspiegel 12b zweigt einen Teil der von dem Untersuchungsobjekt 
4 reflektierten Laserstrahlung in eine OCT-Detektoreinheit 9 ab. Die 
OCT-Detektoreinheit 9 ist mit dem Rechner 14 verbunden und 
Qbermittelt Bilddaten an diesen Rechner 14, der daraus eine Darstellung 
der Probe mittels der Methode der optischen Koharenztomographie 
berechnet und diese Darstellung auf dem Monitor 15 ausgibt Altemativ 
kann diese Darstellung der Probe mittels der Methode der optischen 
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Koharenztomographie bereits in der OCT-Detektoreinheit 9 berechnet 
weden und dann direkt auf einem Bildschirm o.a. dargestellt werden 
oder zum Zwecke einer Darstellung an den Rechner 14 Obermittelt 
werden. 

Der Rechner 14 dient daruber hinaus der Steuerung der 
Relativbewegung zwischen dem Strahlfokus und der Glasplatte 3, 
welche als Trager fur die Probe 4 dient. 2u diesem Zweck ist der 
Rechner 14 mit der Vorfokussiereinrichtung 13, der 
Bewegungseinrichtung 30 und der XYZ-Verfahreinheit 2 verbunden. 

DarQber hinaus steuert der Rechner 14 das An- und Ausschalten des 
Lasergenerators 10 mit Laser-Strahlungsquelle und das gepulste 
Einwirken des Strahlfokus des Laserstrahls auf den Qrt der Trennflache 
der Probe 4. Zu diesem Zweck ist der Rechner 14 mit der 
Lasergenerator 1 0 mit Laser-Strahlungsquelle verbunden. 

Der Rechner 14 kann daher ebenfalls eine Abstimmung zwischen der 
gepulsten Laserstrahlung, dass heisst der Pulsfrequenz und 
Einwirkdauer, . und der Relativbewegung zwischen Strahlfokus und 
Probe bzw. Glasplatte 3, welche durch Verfahren der XYZ- 
Verfahreinheit, Veranderung der Konvergenz/Divergenz in der 
Vorfokussiereinrichtung 13 und/oder VerschwenkenA/erschieben der 
Bewegungseinrichtung 30 erreicht wird. 

Wie aus Figur 2 zu erkennen, liegt die Probe 4, durch Schwerkraft 
gehalten, auf der Glasplatte 3 bCindig auf. In der Probe 4 sind mehrere 
EinschlOsse 21 , welche Gasblasen, Festkorper von anderer Konsistenz 
oder ahnliches sein konnen. 

Der Laserstrah'l 11 durchdringt die Glasplatte 3 senkrecht zu deren 
Plattenebene als konvergierender Straril 17. Durch die Konvergenz des 
Strahls 17 wird ein Strahlfokus 22 erzeugt, der an einem Ort einer 
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Trennflache 19 eine Materialtrennung verursacht. Durch Verschieben 
der Glasplatte 3 in einer Richtung senkrecht zu der Langsachse des 
Laserstrahls 11 bzw. 17 wird der Strahlfokus 22 entlang der Trennflache 
19bewegt. 

Das erfindungsgem&fle Mikrotom ermoglicht darDber hinaus durch 
Bewegen der Glasplatte 3 in alien drei Raumrichtungen die FQhrung des 
Strahlfokus 22 entlang einer gekrummten Trennflache, urn zum Beispiel 
eine Aushohlung zu erzeugen, wie z.B. in Fig. 2 beispielsweise als 
Trennflache 20 dargestellt. Dabei kann die Komponente der 
Verfahrbewegung in Richtung der Langsachse des Laserstrahls 1 1 bzw. 
17 auch durch eine. Anderung der Konvergenz/Divergenz in der 
Vorfokussiereinrichtung 13 erreicht werden. Zum Fuhren des Strahlfokus 
22 entlang der Trennflache 20 wird in diesem Falle eine 
Verfahrbewegung der Glaspiatte 3 in zwei Raumrichtungen (XY- 
Richtung) mit einer Veranderung der Strahlfokuslage in Relation zu der 
Glasplatte 3 in einer senkrecht zu der XY-Richtung liegenden Richtung 
durch Veranderung der Konvergenz/Divergenz mittels der 
Vorfokussiereinrichtung 13 kombiniert. 

Das durch den konvergierenden Laserstrahl 17 in den Strahlfokus 22 
einfallende Laserlicht (Pfeil A in Figur 1) wird von dem Material der. 
Probe 4 im Bereich des Strahlfokus teilweise reflektiert und in Form 
eines divergierenden Reflektionslaserstrahls 18 (Pfeil B in Fig. 1) 
zuruckgeworfen. Der Reflektionslaserstrahl 18 durchlauft das 
Fokussierobjektiv 6 und die Vorfokussiereinrichtung 13 in umgekehrter 
Richtung wie der von der Laser-Strahlungsquelle ausgesendete 
Laserstrahl auf seinem Weg zur Probe 4. Der Reflektionslaserstrahl 18 
kann von der OCT-Detektoreinheit erfasst werden und zur Darstellung 
einer Abbildung der Probe mittels des Verfahrens der optischen 
Koharenztomographie verwendet werden. 
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Bei einer vorteilhaften AusfQhrungsform des erfindungsgemaflen 
Mikrotomierverfahrens mit dem erfindungsgemaften M.ikrotom definiert 
ein Benutzer zunachst, beispielsweise anhand einer mittels der Kamera 
8 oder der OCT-Detektoreinheit 9 gewonnenen Abbildung der Probe 4, 
eine Umrandung einer Flache (beispielsweise ein Rechteck oder einen 
Kreis) und definiert anschlieftend durch Angabe der Schnitttiefe das 
auszuschneidende Volumen. Dieses Vofumen wird dann herausgetrennt 
durch automatisches Abrastem mittels Relativbewegung des Strahlfokus 
entlang der vorgegebenen Flache in der vordefmierten Tiefe und 
anschliellend mehrmaliges Umfahren der Flache entlang ihrer Rander 
bei gleichzeitig kontinuierlicher oder gestufter Annaherung des 
Strahlfokus aus der Tiefe der Probe an die Oberflacbe. 
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Patentanspruche 

1. Mikrotom, umfassend: 

- eine Aufnahmevorrichtung mit einem Trager (3) zum Aufnehmen 
von zumindest einem Abschnitt eines Bearbeitungsobjekts (4), 
und 

- eine Trenneinrichtung (6, 10, 13), 

- wenigstens eine Laser-Strahlungsquelle (10) und 

- Mittel zur Fokussierung (6; 1 3) der Laserstrahlung 
umfasst, . 

wobei der durch die Fokussierung erzeugte Strahlfokus (22) 

- relativ zu dem Trager (3) bewegbar ist, und 

- auf einen Ort der Trennflache (19; 20) des Bearbeitungsobjekts 
(4) leitbar ist, urn an diesem Ort eine Materialtrennung zu 
bewirken, 

wobei Mittel zum gepulsten Einbringen (14), des Strahlfokus in den Ort 
der Trennflache vorgesehen sind, die dazu eingerichtet sind, Pulse mit 
einer Einwirkdauer < 1 *1 0" 12 Sekunde zu erzeugen. 

2. Mikrotom nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dass die Mittel zur Fokussierung (6; 13) der' 
Laserstrahlung dazu eingerichtet sind, den Strahlfokus in zumindest 
einer Raumrichtuhg relativ zu dem Trager zu bewegen. 

3. Mikrotom nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dass Mittel zur FQhrung (12) der 
Laserstrahlung vorgesehen sind, urn den Strahlfokus in zumindest einer 
Raumrichtung relativ zu dem Trager zu bewegen. 

4. Mikrotom nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Mittel zur Fokussierung (6; 13) der 
Laserstrahlung eine numerische Apertur > 0,65, vorzugsweise eine 
numerische Apertur > 1 ,2 aufweisen. 
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5. Mikrotom nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Mittel zum gepulsten Einbringen 
eingerichtet sind, den Strahl pulsierend zu unterbrechen und/oder von 
dem Oil der Trennfiache wegzulenken. 

6. Mikrotom nach einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Mittel zum gepulsten Einbringen mit 
der Strahlungsquelle zusammenwirken, urn den Strahl pulsierend zu 
unterbrechen. 

7. Mikrotom nach einem der vorangehenden AnsprOche, 

dadurch gekennzeichnet, dass Steuergngsmittel (14) vorgesehen sind, 
welche 

- die zeitliche Abfoige der Strahlungspausen steuern und/oder mit 
Mitteln zur Erfassung der zeitlichen Abfoige der . 
Strahlungspausen verbunden sind und/oder 

- die Relativbewegung zwischen dem Strahlfokus und dem Trager 
in Abhangigkeit von der zeitlichen Abfoige der Strahlungspausen 
steuern. 

8. Mikrotom nach einem der vorangehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass Steuerungsmittel vorgesehen sind, 
welche 

- mit Mitteln zur Erfassung der Relativbewegung zwischen dem 

Strahlfokus und dem Trager verbunden sind, und 

- die zeitliche Abfoige der Strahlungspausen in Abhangigkeit von 

der Relativbewegung steuern. 

9. Mikrotom nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass Mittel vorgesehen sind zur Steuerung der 
Relativbewegung zwischen dem Trager (3) und dem Strahlfokus (22) 
entlang einer gekrOmmten TrennflSche (20). 
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10. Mikrotom nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, dass Mittel zur Beobachtung (9, 8, 14, 1.5, 5, 
16) des Bearbeitungsobjekts vorgesehen sind. 

1 1 . Mikrotom nach Anspruch 1 0, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Beobachtungsmittel ein optisches 
Mikroskop umfassen, das nach dem Auflicht- und/oder 
Durehlichtverfahren betreibbar ist. 

12. Mikrotom nach Anspruch 10 oder 11, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Beobachtungsmittel Mittel (9, 14) zur 
Darstellung von zumindest einem Abschnitt des Bearbeitungsobjekts 
anhand der zurOck gestreuten Laserstrahlung beinhalten. 

13. Mikrotom nach Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Darstellungsmittel umfassen: 

- einen Detektor (9) zur Erfassung der von dem Abschnitt der 
. Bearbeitungsobjekt zuruckgestreuten Strahlung, ■. 

- Mittel zur Erfassung (9) der von einer Referenzebene 
reflektierten koharenten Strahlung, und 

- Mittel zur Erzeugung (9; 14) einer bildlichen Darstellung des 
Abschnitts der Bearbeitungsobjekt mittels Oberlagerung der von 
dem Abschnitt der Bearbeitungsobjekt zurOck gestreuten 
Laserstrahlung und der von der Referenzebene reflektierten 
koharenten Strahlung. 
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14. Verfahren zum Mikrotomieren von Bearbeitungsobjekten (4), mit den 
Schritten 

- Aufnehmen von zumindest einem Abschnitt des 
Bearbeitungsobjekts durch einen TrSger (3) einer 

s Aiifnahmevorrichtung, 

* - zumindest teiiweises Trennen des Bearbeitungsobjekts mittels 
einer Schneideinrichtung, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

- eine Laserstrahlung (11) von einer der Schneideinrichtung 
10 zugeordneten Strahlungsquelle (10) abgegeben wird und 

- diese Laserstrahlung fokussiert wird und der Strahlfokus (22) 
pulsierend auf einen Ort einer Trennflache (1 9; 22) eines 
Bearbeitungsobjekts geleitet wird, um an diesem Ort eine 
Materialtrennung zu erzeugen, wobei der Strahlfokus (22) relativ 

15 zu dem Tr§ger (3) in zwei oder drei Raumrichtungen bewegt 

wird, so dass das Bearbeitungsobjekt mikrotomiert wird 

1 5. Verfahren nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Einwirkdauer eines Pulses < 1*10" 12 
20 Sekunde ist. 

* 16. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Strahlfokus entlang einer 
gekriimmten Fiache (20) gefuhrt wird. 

•25 

17. Verfahren nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Abfolge der Pulse und die 
Relativbewegung zwischen Trager und Strahlfokus zeitlich zueinander 
gesteuert warden. 



30 



WO 2004/061425 



-29- 



18. Verfahren nach einem der AnsprQche 14 bis 17, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Trennflache vpr dem Schneidvorgang 
vorherbestimmt wird und der Strahlfokus entlang dieser Trennflache 
automatisch entlang gefuhrt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, dass vor dem Schneidvorgang eine Abbildung 
zumindest eines Abschnitts des Bearbeitungsobjekts mittels eines 
lichtmikroskopischen Abbildungsverfahrens erstellt wird und die 
Vorherbestimmung der Trennflache anhand dieser Abbildung 
vorgenommen wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 18, 

- dadurch gekennzeichnet, dass vor dem Schneidvorgang eine Abbildung 
zumindest eines Abschnitts des Bearbeitungsobjekts mittels des 
Verfahren der optischen Koharenztomographie erstellt und die 
Vorherbestimmung der Trennflache anhand dieser Abbildung 
vorgenommen wird. 

21 . Verfahren nach einem der AnsprOche 1 4 bis 1 8, 

dadurch gekennzeichnet, dass wahrend des Schneidvorgangs eine 
Abbildung zumindest eines Abschnitts des Bearbeitungsobjekts mittels 
eines lichtmikroskopischen Abbildungsverfahrens und/oder des 
Verfahrens der optischen Koharenztomographie erstellt wird und dem 
Benutzer eine Wiedergabe dieser Abbildung bereit gestellt wird, anhand 
welcher er den Strahlfokus fuhren kann. 
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22. Verfahren nach einem der AnsprQche 14 bis 21, 

dadurch gekennzeichnet, dass in einer ersten Phase des 
Schneidvorgangs ein oder mehrere voneinander beabstandete Bereiche 
der Trennflache getrennt werden und in einer letzten Phase des 
Schneidvorgangs eine vollstandige Trennung entlang der Trennflache 
erfolgt, indem die zwischen den beabstandeten Bereichen liegenden 
Bereiche getrennt werden. 

23. Verwendung einer Vorrichtung, umfassend 

- eine Aufnahmevorrichtung mit einem Trager (3) zum Aufnehmen 
von zumindest einem Abschnitt eines Bearbeitungsobjekts (4), 

- eine Trenneinrichtung (6, 10,13), 

- wenigstens eine Laser-Strahlungsquelle (10), und 

- Mittel zur Fokussierung (6; 1 3) der Laserstrahlung, 
wobei der durch die Fokussierung erzeugte Strahlfokus (22) 

- relativ zu dem Trager (3) bewegbar ist, und 

auf einen Ort der Trennflache (19; 20) des Bearbeitungsobjekts (4) 
leitbar ist, urn an diesem Ort eine Materialtrennung zu bewirken, zum 
Mikrotomieren eines Bearbeitungsobjektes (4). 
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